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本論文は分子モーターであるミオシン V とミオシン VI の運動制御機構、特に分子内協調性を
生み出す仕組みを解明することを目指し、光ピンセット法を用いてこれらの分子モーターの化学－
力学共役性を 1 分子レベルで検討した成果をまとめたものである。 
ミオシン V とミオシン VI はともに 1 分子で機能し、アクチンフィラメント上を数μm にわたり
一方向に運動する性質（プロセッシブ性）を備えている。生体内では様々な分子モーターが機能し
ているが、必ずしも 1 分子単独で機能するとは限らない。例えば筋肉中で働くミオシン II は分子集
合体となり、分子間に協調的な機構を備えることで機能する。そのような分子集合体で機能するモ
ーターに比べ、1 分子で機能するミオシン V やミオシン VI は、モーター自体に運動制御機構（特
に分子内協調性）が備わっている。そもそも、ミオシン V とミオシン VI は 2 つのサブユニットよ
り成るホモダイマー構造をとっており、分子内協調性とは、２つのサブユニットが互いに連絡を取
り合うことを指している。そして、その分子内協調の結果として 1 分子としての機能を果たすこと
が出来るとされる。しかしながら、分子内協調性を生み出す機構に関しては不明な点が多い。また
同じアクチン分子モーターでありながら、ミオシン V と VI は、逆向きに運動するという点で大き
く異なる。すなわちミオシン V はアクチンフィラメントの B 端（プラス端）に、ミオシン VI は P
端（マイナス端）に向かって一方向に運動するという対照的な性質を備えている。しかし、この違
いを生み出す仕組みは不明である。従ってミオシン V と VI の対比研究は、1 分子の動作機構解明
に最適であるだけではなく、分子モーターの運動方向性を生み出す仕組みを解明する上で必須のも
のである。 
第１章では、研究の背景、本論文の概要を述べる。 
第２章では、本研究で用いた分子モーター、および関連するタンパク質の精製法と顕微鏡装
置についてまとめる。ミオシン V とミオシン VI の分子内協調性の詳細を検討するために、１つの
サブユニットの化学－力学共役性に着目する。そこで、単頭ミオシン V、および単頭ミオシン VI
を昆虫細胞(sf9)発現系によって発現・精製し、1 分子破断力測定に用いた。これらの分子デザイン
も含め実験系を詳細に述べる。 
第３章では、ミオシン V（単頭ミオシン V）、およびミオシン VI（単頭ミオシン VI）に対す
る ADP の結合能が負荷方向によって制御されることを述べる。申請者は、光ピンセット法によっ
て、アクチンフィラメントと単頭ミオシン V の結合を破断させるために必要な力（破断力）がヌク
レオチド状態依存的に、かつ負荷方向依存的に異なることを見出した。すなわち、1 mM ADP 存在
下における破断力は 3.1±0.1 pN (前方負荷)、及び 4.0±0.1 pN (後方負荷)、また ADP 非存在下で
は 4.6±0.2 pN (前方負荷)、及び 5.1±0.1 pN (後方負荷)であった。中間の ADP 濃度で得られる破
断力分布には、これらの破断力に対応する 2 つのピークが存在することから、この 2 成分の存在比
率が ADP 濃度依存的に変化することを見出した。そこで、各負荷方向において、様々な ADP 濃度
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に対する弱結合状態（ADP 結合状態に一致する）の存在割合を求め、見かけの ADP の解離定数（弱
結合状態の存在割合が 50％になる ADP 濃度）を算出したところ、前方負荷に対して 23±3.7 μM、
後方負荷に対して 1.2±0.2 μM となった。一方、ミオシン VI においても 1 mM ADP 存在下と非存
在下では破断力が異なることから、同じ方法を用いて、ADP の見かけの解離定数が前方負荷に対し
て 17.2±3.6 μM、後方負荷に対して 6.8±1.4 μM となることを見出した。すなわちミオシン V と
ミオシン VI の ADP 解離定数は、後方負荷よりも前方負荷の方が大きくなる。 
さらに化学反応速度論に基づくモデル計算によって、得られた破断力分布を再現し、実験値
に近似することによって、ADP の解離速度及び結合速度の負荷方向依存性を検討した。すると、ミ
オシン V およびミオシン VI のどちらも、ADP の解離速度は前方負荷によって影響を受けず、後方
負荷のみ解離を抑制する効果を持ち、その抑制効果は同程度の負荷の大きさであれば、ミオシン V
の方が強いことを見出した。これらの性質は、ミオシン VI よりもミオシン V の方がプロセッシブ
性が高いという実験事実を良く説明する。 
第４章では、ミオシン V の負荷方向依存的な ADP 結合能は分子内レバーの長さによって異な
ることを述べている。ここでは、IQ モチーフを１つしか持たない、レバーアームを短くした単頭
ミオシン V（1IQ）を用い、この ADP の解離速度が、後方負荷によって抑制されないことを見出し
た。これは第３章で述べた通常のレバーアームの単頭ミオシン V（6IQ）とは大きく異なる性質で
ある。また、ここでは第３章で議論するようなアクチンフィラメントの長軸方向に沿った負荷方向
だけではなく、フィラメント長軸に対して角度を持った様々な方向(off-axis と呼ぶ)への負荷におけ
る ADP 結合能（６IQ および 1IQ に関して）も述べる。弱結合状態の存在割合と ADP 濃度との関
係は、アクチンフィラメントの長軸に沿った負荷方向において（６IQ）、2 つの状態（破断力の小
さなADP結合状態と破断力が大きいヌクレオチド非結合状態）を仮定することで良く説明できた。
しかしながら off-axis 方向の負荷においては（特に前方負荷において）、弱結合状態の存在割合と
ADP 濃度との関係は 3 つの結合状態を仮定して初めてうまく説明できるものであった。つまり、2
状態モデルにおけるヌクレオチド非結合状態と ADP 結合状態に加えて第 3 の、破断力が大きい
ADP 結合異性化状態を仮定する必要があった。この新たに導入した強結合状態にある ADP 結合異
性化状態の出現割合は負荷方向に依存することを見出した。ところで、2 状態モデルより 3 状態モ
デルの方が適当ないくつかの角度においても、2 状態モデルのときと同様に ADP の見かけの解離
定数を算出できた。これらの検討から１IQ は、アクチンフィラメントの長軸に沿った方向の後方
負荷では ADP の解離を抑制できず、また、アクチンフィラメントの右螺旋状の素繊維に沿うよう
な方向に角度をつけた後方負荷によっても ADP の解離を抑制できないことが明らかになった。し
かしながら、素繊維に沿わないように角度をつけた後方負荷に対しては、ADP の解離が強く抑制さ
れた。一方 6IQ の場合は、１IQ では ADP の解離を抑制できなかった後方負荷においても、ADP
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の解離は強く抑制された。このように、レバーアーム（の長さ）は ADP 結合能の負荷方向による
制御に大きく寄与する。レバーアームが長くなることによって ADP 結合能の前方・後方負荷間の
非対称性を様々な状況下で維持できるようになったことが、双頭ミオシン V の高いプロセッシブ性
につながるものと推測された。 
さらに、アクチンとの結合親和性の負荷方向依存性もレバーの長さによって異なることを見
出した。単頭ミオシン V（１IQ）の平均破断力はヌクレオチド非存在下、及び 1 mM ADP 存在下
で、アクチンフィラメントの長軸に沿った方向でも off-axis 方向の後方・前方負荷でもほぼ同じ値
であった。一方、単頭ミオシン V（6IQ）の平均破断力はヌクレオチド非存在下、1 mM ADP 存在
下とも、負荷方向依存的に変化することを見出した。アクチンとの結合親和性は actin-binding cleft
と呼ばれる cleft の開閉状態を反映し、cleft の状態はレバーアームの状態と共役関係にあることが
示唆されているが、長いレバーアームをもつミオシン V（６IQ）の破断力が負荷方向に強く依存し
たことは、負荷方向の効果がレバーアームを介して cleft の状態にまで影響したものと推測される。 
第５章では、双頭構造を持つ天然のミオシン V の結合様式に関して、破断力測定によって明
らかにされた点を述べている。双頭ミオシン V の破断力は、ヌクレオチド非存在下、及び 1 mM ADP
存在下で、2 つのピークを持つ分布をとった。これらのうち小さい値のピークは同一条件での単頭
ミオシン V の破断力の平均値にほぼ一致することから、単頭結合時による破断であり、一方、平均
値の大きいピークは強結合状態、すなわち双頭結合に対応すると結論する。すなわち、双頭ミオシ
ン V はヌクレオチド非存在下、1 mM ADP 存在下のどちらの場合でも、単頭、および双頭結合で
きる。また、双頭結合の観察頻度は、単頭結合と同程度であり、先行する電子顕微観察による結果
とは異なる。これらの違いは観察条件の違いを反映している可能性がある。また、1 mM ADP 存在
下で見られる大きいピークの値は小さいピークの 2 倍（強結合の値は弱結合の 2 倍）になるのに対
し、ヌクレオチド非存在下では、強結合の値は弱結合の値の約 3 倍になった。このことはヌクレオ
チド非存在下での分子内協調性が 1 mM ADP 存在下とは異なることを示唆する。 
第６章では、本論文のまとめと、将来の展望について述べる。 
 
